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RESUMO 
Quando propagados in vitro, os explantes recebem todos os nutrientes 
necessários para o seu crescimento, incluindo a fonte de carboidrato através do 
meio de cultura. No entanto, não é bem entendido como a fonte e a concentração 
de carboidrato podem afetar a funcionalidade do aparelho fotossintético 
(principalmente do fotossistema-FSII) dessas plantas. O objetivo deste estudo foi 
avaliar as respostas fisiológicas e anatômicas de Billbergia zebrina (Herbert) 
Lindley (Bromeliaceae) em função de fontes e concentrações de carboidratos 
durante o cultivo in vitro. Brotos laterais de plantas previamente estabelecidas e 
multiplicadas in vitro foram individualizados e transferidos para frascos de 268 mL 
com 50 mL de meio MS contendo frutose, glicose e sacarose em quatro 
concentrações (0, 15, 30 e 45 g L-1). Após 55 dias de cultivo, foi avaliada a 
fluorescência transiente da clorofila a, a análise anatômica da folha e a análise de 
crescimento. As condições in vitro influenciaram o desempenho fotossintético e 
anatômico de plantas de Billbergia zebrina. O intervalo de concentração entre 15 
e 30 g L-1 de sacarose não acarretou grandes mudanças no desempenho do 
aparato fotossintético e na anatomia das plantas, mostrando-se mais eficiente. A 
concentração e o tipo de carboidrato empregado durante o cultivo in vitro não 
diminui o desempenho do aparato fotossintético. Quando cultivadas nas 
concentrações de 15 e 30 g L-1 independente do carboidrato utilizado as plantas 
apresentaram maior densidade estomática. A suplementação do meio de cultura 
com monossacarídeos provocou alterações no desenvolvimento dos vasos do 
xilema, como o aumento no número e no diâmetro dos vasos, permitindo a 
adequação às condições microambientais. O incremento da massa fresca foi 
verificado em função do aumento da concentração de carboidratos adicionados 
no meio, seguida de decréscimo quando cultivadas com 45 g L-1 (glicose e 
sacarose). 
 
 
Palavras-chave: Bromeliacea • clorofila • fisiologia vegetal • fotossíntese • 
propagação in vitro. 
 
 
 
ABSTRACT 
 
When propagated in vitro, the explants receive all the nutrients necessary for their 
growth, including the carbohydrate source through the culture medium. However, it 
is not well understood how the carbohydrate source and concentration may affect 
the functionality of the photosynthetic apparatus (mainly photosystem-PSII) of 
these plants. The objective of this study was to evaluate the physiological and 
anatomical responses of Billbergia zebrina (Herbert) Lindley (Bromeliaceae) as a 
function of sources and concentrations of carbohydrates during in vitro culture. 
Lateral shoots of preestablished and in vitro multiplied plants were individualized 
and transferred to 268 ml flasks with 50 ml of MS medium containing fructose, 
glucose and sucrose in four concentrations (0, 15, 30 and 45 g L-1).  After 55 days 
of cultivation, transient chlorophyll a fluorescence, anatomical leaf analysis and 
growth analysis were evaluated. The in vitro conditions influenced the 
photosynthetic and anatomical performance of plants of Billbergia zebrina. The 
concentration range between 15 and 30 g L-1 of sucrose did not cause major 
changes in the performance of the photosynthetic apparatus and in the anatomy of 
the plants, proving to be more efficient. The concentration and type of 
carbohydrate used during in vitro culture does not diminish the performance of the 
photosynthetic apparatus. When grown at concentrations of 15 and 30 g L -1 
independent of the carbohydrate used, the plants presented higher stomatal 
density. Supplementation of the culture medium with monosaccharides caused 
alterations in the development of xylem vessels, such as the increase in number 
and vessel diameter, allowing adaptation to microenvironmental conditions. The 
increase of the fresh mass was verified as a result of the increase of the 
carbohydrate concentration added in the medium, followed by a decrease when 
grown with 45 g L-1 (glucose and sucrose). 
 
Keywords: Bromeliacea • chlorophyll • plant physiology • photosynthesis • 
propagation in vitro. 
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1. INTRODUÇÃO  
Os métodos convencionais de propagação in vitro demandam a utilização 
de ambientes selados. Dessa forma, não é possível a troca de CO2 como ocorre 
em condições naturais, a umidade relativa dentro dos frascos é alta e a 
luminosidade é baixa (ECKSTEIN et al., 2012). Essas características geram baixa 
atividade fotossintética, uns dos principais fatores limitantes para a melhoria da 
eficiência da micropropagação (YASEEN et al., 2013). No cultivo in vitro, as 
plantas perdem parcialmente o autotrofismo, ou seja, não produzem totalmente 
sua fonte energética, precisando, consequentemente, de uma fonte exógena de 
carboidratos (FARIA et al., 2006). 
Os carboidratos adicionados ao meio de cultura exercem um papel 
importante na regulação do crescimento e desenvolvimento in vitro das plantas e 
podem afetar a qualidade das plantas micropropagadas, bem como seu estado 
fisiológico. Suas funções são essenciais para o metabolismo intermediário e 
respiratório, além de serem substrato para sintetizar hidratos de carbono 
complexos tais como amido e celulose (SMEEKENS, 2000). Cada carboidrato 
desempenha função distinta, podendo influenciar de maneira diferente, 
dependendo da espécie de planta estudada.  
Martins et al., (2016b) verificaram que a bromélia Billbergia zebrina 
(Herbert) Lindley, quando cultivada in vitro, aparentemente libera enzimas 
invertases no meio de cultura para clivar sacarose em frutose e glicose, essa 
clivagem reduziu o potencial hídrico do meio de cultura. Quantificação de 
carboidratos mostrou que esses monossacarídeos foram acumulados nas raízes 
e na parte aérea. Foi sugerido nesse estudo que o acúmulo de carboidrato 
solúvel, provavelmente facilitaria o fluxo de água do meio de cultura para as 
plantas. Também foi analisado o teor de clorofila e a quantificação do ácido 
málico nas folhas, ambos relacionados à fotossíntese. Portanto, esse estudo 
trouxe algumas perguntas relacionadas à como cada carboidrato (frutose, glicose 
e sacarose) poderia de fato influenciar o desempenho fotossintético e a anatomia 
de plantas dessa espécie.  
Os carboidratos em geral são conhecidos por reprimir a expressão de 
genes envolvidos na fotossíntese e por diminuir a acumulação de clorofila 
(GASPAR et al., 2002; ROLLAND et al., 2006). A sacarose pode ter efeitos de 
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feedback negativo sobre a fotossíntese, reduzindo a quantidade e a atividade da 
Rubisco (BADR et al., 2011; 2015). No entanto, existem estudos que mostraram 
que o carboidrato exógeno melhorou o desempenho fotossintético de plantas in 
vitro (TICHA et al., 1998; ECKSTEIN et al., 2012; SAEZ et al., 2016).  
O carboidrato exógeno além de melhorar o desempenho fotossintético de 
algumas plantas in vitro pode melhorar também no processo de aclimatização ex 
vitro (TICHA et al., 1998; FUENTES et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2008; CHU 
et al., 2010; BADR et al., 2015; LEMBRECHTS et al., 2017). Isso se deve ao 
aumento do estoque de carboidrato endógeno como amido, sacarose, frutose e 
glicose que são utilizados como fonte de energia por plantas micropropagadas 
(VAN et al., 1998; JO et al., 2009; BADR et al., 2015).  
Os carboidratos usados durante o cultivo in vitro podem afetar tanto a 
morfologia / anatomia quanto a fisiologia de bromélias (MARTINS et al., 2015c, 
2016a, 2016b), pois as condições ambientais podem interferir nos caracteres 
morfológicos e anatômicos de plantas. Estudos anatômicos em plantas 
micropropagadas é uma ótima ferramenta para verificar como as condições in 
vitro podem afetar o sucesso de todos os estágios de micropropagação, incluindo 
a transferência para condições ex vitro (MOHAMED E ALSADON 2010, 
STEFANOVA et al., 2011, MARTINS et al., 2015, EBURNEO et al., 2017).  
Estudos também mediram a fluorescência da clorofila a para determinar o 
desempenho do aparelho fotossintético de plantas in vitro (DOBRÁNSZKI e 
DRIENYOVSZKI, 2014; MATYSIAK e GABRYSZEWSKA, 2016; ROSA et al., 
2018). Essas medidas de fluorescência tornam-se uma importante ferramenta 
para os estudos de fisiologia de plantas, pois se trata de um método não 
destrutivo, sensível, rápido e de alta aplicabilidade em condições de campo e 
de laboratório. Até agora, não está claro como os carboidratos empregados no 
meio de cultivo, podem influenciar a anatomia e o desempenho do aparelho 
fotossintético (principalmente do FSII) de plantas propagadas in vitro. Portanto, o 
objetivo deste estudo foi avaliar as respostas fisiológicas e anatômicas de 
Billbergia zebrina (Herbert) Lindley (Bromeliaceae) em função de fontes e 
concentrações de carboidratos durante o cultivo in vitro. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1 Aspectos gerais de Bromeliaceae 
A família Bromeliaceae é muito numerosa e diversificada, compreendendo 
51 gêneros e 3.474 espécies descritas no mundo (CHRISTENHUSZ e BYNG, 
2016). No Brasil, as bromélias são representadas por 44 gêneros e 1.343 
espécies, amplamente distribuídas por todos os Domínios e tipos de vegetação 
(BFG, 2015). Distribui-se pelo Chile e Argentina, na América do Sul, Caribe e 
América Central, chegando a alcançar o México e o Sudeste norte americano, 
sendo assim neotropical. Com exceção de uma única espécie encontrada na 
África, Pitcairnia feliciana (A. Chevalier) Harms & Milbraed (JACQUES-FÉLIX, 
2000). A família é tradicionalmente dividida em três subfamílias: Pitcairnioideae, 
Tillandsioideae e Bromelioideae, classificadas de acordo com as características 
dos frutos, sementes e hábito de vida (BENZING, 2000).  
Cerca da metade das bromélias possuem o hábito de vida epifítico, 
podendo apresentar hábito de vida terrícola, e rupícula (BENZING, 2000). Nas 
plantas epífitas nem sempre as raízes desempenham o papel de absorção, tendo 
na maioria das vezes função apenas de fixação. Dessa forma a folha 
desempenha o papel de absorção de água e nutrientes, pois apresentam tricomas 
que podem estar presentes em ambas as faces da epiderme (BENZ et al., 2006). 
Além da função de absorção, os tricomas podem refletir a luz em excesso 
contribuindo na proteção contra fotoinibição (BENZING, 2000). 
As bromélias possuem folhas com parênquima de armazenamento de água 
formado por células sem clorofila e com paredes finas (MARTINS et al., 2014). 
Esse parênquima é responsável pela manutenção hídrica e proteção da região de 
clorofila contra a luz intensa, assim favorecendo o processo fotossintético 
(BRIGHIGNA, 1984). Outra forma de manutenção hídrica é o Metabolismo Ácido 
das Crassuláceas (CAM), especialização fisiológica que permite minimizar a 
perda de água por transpiração, pois essas plantas abrem seus estômatos á noite 
estocando CO2 para no dia seguinte com os estômatos fechados realizarem o 
processo fotossintético (LÜTTGE, 2004). Plantas CAM são geralmente 
encontradas em ambientes com estresse hídrico (CRAYN et al., 2004). 
 Na subfamília Bromelioideae 90% das espécies possuem fotossíntese 
CAM (CRAYN et al., 2004). Em Tillandsioideae, grupo que é composto em sua 
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maioria por plantas epífitas, o metabolismo CAM aparece em todos os seus 
representantes (MARTIN, 1994), enquanto que em Pitcairnoideae, onde os 
representantes são terrestres predomina o metabolismo C3. Há plantas que 
dependendo do nível de suprimento de água podem realizar o metabolismo C3 ou 
CAM (PEREIRA et al., 2013).  
A morfologia das bromélias propicia a interação com micro e 
macroorganismos, suas folhas distribuídas em roseta e geralmente com bainha 
alargada na base formam um reservatório de água e nutrientes, além da utilização 
como abrigo e para reprodução por diversos organismos, como algas, bactérias, 
anfíbios, répteis e insetos, sendo inclusive o único ambiente onde algumas 
espécies podem sobreviver (SCHUTTZ et al., 2012; BENZING, 2000; LEROY et 
al., 2015).  
As diferentes condições ambientais levaram as bromélias a desenvolver 
formas variadas, frutos, folhas e flores. A bromélia mais conhecida e de maior 
importância econômica, é a da espécie Ananas comous (L.) Merril, conhecido 
popularmente como abacaxi, com seu sabor característico é muito usado na 
produção de bebidas, doces e sobremesas (MOREIRA et al., 2006).  
O uso etnobotânico também apresenta valor econômico, principalmente em 
usos medicinais, alimentares e místicos (BENNETT, 2000). A Neoglaziovia 
variegata (Arr Cam) Mez, além de ser usada na medicina natural, tem importante 
valor econômico, utilizada como produtora de fibras (MOREIRA et al., 2006). 
A autêntica beleza das folhas e flores das bromélias vem estimulando sua 
extração para fins ornamentais. Os gêneros mais utilizados como plantas 
ornamentais são: Aechmea, Alcantarae, Bromelia, Billbergia entre outros 
(LORENZI e MATOS, 2008).  Essa extração desenfreada vem ameaçando 
algumas espécies à extinção (NEGRELLE et al., 2012). 
 
2.2 Aspectos gerais de Billbergia zebrina 
Billbergia zebrina (Herbert) Lindley é uma espécie da Família Bromeliaceae 
e da subfamília Bromelioideae, pertencente ao gênero Billbergia Thunb composto 
por cerca de 64 espécies e 36 infraespécies (BFG, 2015). É distribuída da 
América Central ao sul da América do Sul (SMITH e DOWNS, 1979) e a Mata 
Atlântica é o centro de diversidade desse gênero (BARROS e COSTA, 2008).  
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A distribuição de B. zebrina ocorre nos estados da Bahia, Minas Gerais, 
Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, na Mata 
Atlântica, florestas de Restinga, Cerrado e rochas, até 1.100m altitude. Sua 
distribuição é internalizada ao sul para o Paraguai e Argentina (BARROS e 
COSTA, 2008). 
B. zebrina é uma espécie epifítica, com cerca de 70 cm de altura, as folhas 
são dispostas em roseta tubular e possui coloração verde-escura e com listras 
transversais branco-zebradas na face inferior; a inflorescência é do tipo espiga 
pendente (REITZ, 1983).  
Como as técnicas de cultura de tecidos incluem ferramentas de 
preservação dos recursos genéticos, especialmente para espécies vulneráveis ou 
ameaçadas de extinção (SLAZAK et al., 2015), o emprego dessas pode ser 
relevante para a espécie B. zebrina.  
 
2.3 Cultura de tecidos vegetais 
A cultura de tecido vegetal é definida como um conjunto de técnicas nas 
quais um explante (célula, tecido ou órgão) é isolado e cultivado em condições de 
inteira assepsia, com fatores nutricionais e ambientais controladas (THORPE, 
2007). O fundamento básico da cultura de tecido é a totipotência das células, isto 
significa que as células são autônomas e têm a potencialidade de regenerar 
plantas, desde que submetidas a tratamentos adequados (HABERLAND, 1902; 
ISHIUCHI e TORRES-PADILLA, 2013). 
Dentro da cultura de tecidos se destaca o cultivo in vitro, ferramenta 
importante para espécies que apresentam dificuldades de propagação por outros 
métodos vegetativos ou sexuados (FERREIRA et al., 2015).  
Os métodos tradicionais de propagação in vitro demandam a utilização de 
ambientes selados. Dessa forma os explantes cultivados crescem em taxas 
elevadas de umidade relativa, baixa intensidade de luz, alta disponibilidade de 
água no meio de cultura e desenvolvimento anatômico ineficaz (HAZARIKA, 
2003). 
A intensidade luminosa utilizada no cultivo in vitro pode alterar 
características, tais como espessura foliar, diferenciação do mesofilo, divisão 
celular e desenvolvimento dos estômatos (LEE et al., 1988). A funcionalidade dos 
estômatos é pequena ou limitada (MARTINS et al., 2014). Além de influenciar 
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intensamente a fotossíntese, a concentração de clorofila e a ultraestrutura de 
cloroplastos (LEE et al., 1985). Essas modificações podem levar a incapacidade 
principalmente no controle de perda de água quando submetidas ao ambiente 
natural, levando a planta a uma transpiração excessiva (BRAINERD e 
FUCHIGAMI, 1981).  
Os componentes minerais também apresentam importante papel na 
morfogênese in vitro das plantas. O meio desenvolvido por Murashige e Skoog 
(1962), mais conhecido simplesmente como MS, é um dos mais utilizados para a 
propagação de várias espécies de plantas ornamentais (COELHO et al., 2016; 
MUSZYŃSKA e HANUS-FAJERSKA, 2017; YU et al., 2017), incluindo bromélias 
(MARTINS et al., 2014, 2016; CORREDOR-PRADO et al., 2015; SIMÃO et al., 
2016). A demanda dos componentes minerais do meio de cultivo pode variar 
entre as espécies ou na etapa de cultivo (MOREIRA et al., 2012, MARTINS et al., 
2015). De acordo com a espécie ou a técnica utilizada os nutrientes do meio de 
cultura podem variar. Dessa forma, tem aumentado as modificações de meios 
existentes ou até mesmo novas formulações (GREENWAY et al., 2012). A 
concentração mineral pode interferir no crescimento ou mesmo nos distúrbios 
fisiológicos (KURITA et al., 2014; MARTINS et al., 2015).  
Os meios nutritivos podem ser líquidos ou semissólidos, e concentrações 
ótimas de sais no meio líquido são diferentes das do meio semissólido, em virtude 
das restrições de velocidade de difusão e de gradientes de nutrientes (meio 
sólido) e oxigênio necessários para a respiração dos explantes em meio líquido 
(CALDAS et al., 1998). Os meios de cultura sólidos ou semissólidos normalmente 
são solidificados com ágar. A consistência do meio de cultura depende da 
concentração e qualidade de ágar utilizada, do pH, do tipo de explante, da 
concentração de sais e da presença de outras substâncias como o carvão 
ativado, os quais interferem na gelificação (CALDAS et al., 1998; MURASHIGE e 
SKOOG, 1974).  
A propagação maciça de plantas tem sido tradicionalmente realizada em 
meio sólido (DEBNATH, 2007). No entanto, nos últimos anos, as culturas em meio 
líquido com o objetivo de propagação massiva de plantas têm aparecido como 
alternativa (AKIN-IDOWU et al., 2009), mas podem induzir hiper-hidratação em 
plantas in vitro (CASANOVA et al., 2008). Durante a multiplicação in vitro de 
Nidularium innocentii, Nidularium procerum (SILVA et al., 2012) e B. zebrina 
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(MARTINS et al., 2015b) nenhuma alteração morfológica aparente, como 
vitrificação, foi verificada nas plantas cultivadas em meio líquido. 
Com o cultivo in vitro de tecidos vegetais, as plantas perdem parcialmente 
o autotrofismo, ou seja, não produzem totalmente sua fonte energética precisando 
consequentemente de uma fonte exógena de carboidratos (FARIA et al., 2006; 
MARTINS et al., 2016b). 
 
2.4 Carboidratos 
Os carboidratos têm função sinalizadora, podendo gerar alteração na 
expressão gênica similar aos efeitos atribuídos aos hormônios. A percepção 
ocorre através de sensores proteicos que desencadeiam uma cascata de eventos 
em nível celular, alterando a expressão gênica e as atividades enzimáticas, 
influenciando no crescimento das plantas (SMEEKENS, 2000). 
Os carboidratos gerados no ciclo de Calvin são exportados, principalmente 
como triose-fosfatos, do cloroplasto para o citosol, onde é usado na glicólise (e 
subsequentemente na respiração ou biossíntese) ou convertido em sacarose para 
uso local ou exportação para os tecidos. A exportação ou importação líquida de 
sacarose depende do estado da fonte ou do dreno das células foliares (ROLLAND 
et al., 2006).  
O monômero centralizador dos carboidratos é a glicose. Da glicose os 
carboidratos podem ser estocados na forma de amido ou sacarose nas plantas 
(NELSON e COX, 2011).  A sacarose é o principal carboidrato de transporte, 
enquanto o amido é o principal carboidrato de reserva. Uma parte significativa do 
gliceraldeído 3-fosfato produzido pelo ciclo de Calvin é transportada para o 
citoplasma, onde é rapidamente convertida em glicose 1-fosfato e frutose 6-
fosfato (SMEEKENS, 2000). A glicose 1-fosfato é então convertida no 
nucleotídeo-açúcar UDP- glicose (uridina difosfato-glicose), que se liga à frutose 
6-fosfato para formar a sacarose 6-fosfato, o precursor imediato da sacarose. A 
remoção do fosfato por hidrólise resulta na sacarose (NELSON e COX, 2011).   
A maior parte do gliceraldeído 3-fosfato que permanece nos cloroplastos é 
convertida em amido, que é temporariamente estocado durante o período 
luminoso na forma de grãos no estroma. Através de uma série de reações, o 
gliceraldeído 3-fosfato é convertido em glicose 1-fosfato, que então é utilizada 
para produzir o nucleotídeo açúcar ADP- glicose, o precursor imediato do amido. 
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A glicose liga-se diretamente à cadeia de amido em crescimento pela ação da 
enzima sintase do amido (SMEEKENS, 2000; NELSON e COX, 2011). As 
sínteses de amido e de sacarose apresentam praticamente os mesmos 
intermediários (frutose-1,6-bisfosfato, frutose-6-fosfato, glicose-1-fosfato, etc.). No 
entanto, estas vias biossintéticas possuem isoenzimas que são únicas para 
cloroplasto e citosol. Os fatores básicos que controlam se o carbono fixado 
fotossinteticamente é alocado como amido nos cloroplastos ou como sacarose no 
citosol é a concentração de fosfato inorgânico e triose fosfato (gliceraldeído- 3-
fosfato) (ROLLAND et al., 2006). 
Em plantas superiores, duas classes de enzimas catalisam a clivagem da 
sacarose, a sacarose-sintase e invertase. As sintases de sacarose necessitam de 
UDP para clivar reversivelmente a sacarose em UDP- glicose e frutose. Em 
contraste, as invertases catalisam irreversivelmente a clivagem de sacarose em 
glicose e frutose (ROITSCH e GONZÁLEZ, 2004).  
Dependendo do seu pH ótimo e localizações subcelulares, as invertases 
foram classificadas em três classes (RUAN, 2014). As invertases da parede 
celular são enzimas ligadas ionicamente à parede celular com um pH ácido ótimo 
de 3,5-5. Invertases vacuolar e invertases citoplasmáticas são enzimas solúveis 
com um pH ótimo ácido (pH 5,0-5,5) e neutro (pH 6,8-8,0), respectivamente 
(ROITSCH e GONZÁLEZ, 2004). As invertases de parede celular e as invertases 
vacuolar são submetidas a um controle pós-tradução por proteínas pequenas (15-
23 kDa) que foram caracterizadas como inibidores específicos das p-fructosidases 
(HORTON et al., 2010; SU et al., 2016). 
Em tecidos drenos a sacarose pode ser importada para as células através 
de plasmodesma (transporte simplástico) ou por espaços entre as paredes 
celulares (transporte apoplástico). A sacarose intracelular é clivada pelas 
invertases citoplasmáticas, gerando glicose e frutose, ou por sacarose sintase 
produzindo frutose e UDP- glicose. A sacarose também pode ser importada e 
armazenada no vacúolo, e sofrer clivagem pelas invertases vacuolar uma 
importante fonte intracelular de hexoses em tecidos em expansão (ROLLAND et 
al., 2006).  
No apoplasto a sacarose extracelular é hidrolisada por invertases de 
parede celular, uma das principais forças motrizes na manutenção de gradientes 
e, portanto, na força dreno. Estas enzimas geram níveis elevados de glicose 
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extracelular e frutose que são transportados por transportadores de hexose, co-
expressa e coordenadamente regulada com invertase de parede celular 
(ROITSCH e GONZALEZ, 2004). É evidente que o transporte de sacarose e a 
hidrólise desempenham papéis reguladores importantes na alocação e geração 
de sinal de carboidrato. Uma extensa regulação de feedback das invertases e 
sacarose sintase por sinalização de carboidrato gera uma autorregulação (KOCH, 
2004). Estresse e sinais hormonais também podem induzir Invertase de parede 
celular e dreno no tecido foliar (ROITSCH e GONZALEZ, 2004). 
A sacarose, glicose e frutose são carboidratos que desempenham funções 
essenciais no metabolismo das plantas. Esses carboidratos fornecem energia e 
esqueleto de carbonos necessários à síntese de polissacarídeos, aminoácidos e 
proteínas (SMEEKENS, 2000).  
 O metabolismo do carboidrato é um processo muito dinâmico, e os fluxos 
metabólicos e concentrações de carboidrato alteram dramaticamente tanto 
durante o desenvolvimento e em resposta a sinais ambientais tais como 
alterações diurnas e estresse biótico e abiótico (ROITSCH, 1999; BORISJUK et 
al., 2003; BLASING et al., 2005; SMITH et al., 2005; WEBER et al., 2005). 
No cultivo in vitro as plantas ficam em câmaras com baixa densidade de 
fluxo de fótons (DFF) e isso pode limitar o desenvolvimento fotossintético e 
mecanismos fotoprotetores eficientes (SAEZ et al., 2012). Mecanismos como 
dissipação de calor e processo fotoquímico que drenam o excesso de elétrons 
acumulados no intersistema permitem o gerenciamento do excesso de energia 
luminosa absorvida (HORTON e RUBAN, 2005). Através destes processos, a 
energia luminosa é usada para produzir ATP e NADPH na reação (fase 
fotoquímica) e, posteriormente, dependente indiretamente da luz, o carbono é 
fixado em carboidratos (fase bioquímica) (BERTAMINIA et al., 2006).  
Sob baixo DFF, o ATP produzido é insuficiente para permitir a fixação de 
carbono e a biossíntese de carboidratos, levando a um crescimento reduzido das 
plantas. Isto torna necessário incluir na cultura uma fonte externa de carbono 
orgânico que seria crucial para o crescimento in vitro (MOHAMED e ALSADON, 
2010). Além da suplementação de carboidrato no meio in vitro ajudar na 
conservação da água e na manutenção do potencial osmótico de células 
(HAZARIKA, 2003).  
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Alguns estudos mostraram que a sacarose funciona como uma molécula 
de sinalização envolvida na regulação de vários processos fisiológicos em plantas 
como o crescimento radicular, o desenvolvimento, e alongamento do hipocótilo 
(LILLEY et al., 2012; RUAN, 2014). A sacarose também está envolvida em 
respostas de estresse abiótico e biótico, como em relação à seca, salinidade, 
ferimento e infecção por patógenos (COUEE et al., 2006; WIND et al., 2010). 
A sobrevivência das plantas e taxas de crescimento nos períodos de 
aclimatação está intimamente relacionada à tratamentos com sacarose 
(MOHAMED e ALSADON, 2010). Os açúcares em geral são conhecidos por 
reprimir a expressão de genes fotossintéticos e acumulação de clorofila 
(ROLLAND et al., 2006; GASPAR et al., 2002), e sacarose pode ter efeitos de 
feedback negativo sobre a fotossíntese, reduzindo a quantidade e a atividade da 
Rubisco (BADR et al., 2011; 2015). Este efeito negativo baseia-se no conceito de 
equilíbrio entre processos de consumo e produção de açúcar. Assim, a presença 
de açúcar no meio diminui a necessidade de produção de açúcar e, portanto, 
deve resultar em baixas taxas fotossintéticas (KOCH, 1996). 
Saez et al., (2016) verificaram que a utilização de sacarose como fonte 
externa de carboidratos, durante a fase de proliferação de microbrotos de 
Castanea sativa, teve um efeito positivo sobre a fotossíntese, conteúdo clorofila e 
crescimento. Além de modular respostas morfogenéticas (MARTINS et al., 2015) 
e influenciar de forma positiva o enraizamento in vitro (FERREIRA et al., 2011). 
Borkowska e Szczerba (1991) analisaram que os carboidratos sacarose, glicose, 
frutose e o álcool açúcar sorbitol beneficiaram o crescimento de Prunus 
cerasus L. quando as suas concentrações estavam entre 20 e 30 g L-1; contudo, 
na presença de frutose, a proliferação foi a mais baixa; entretanto, a frutose 
favoreceu a maior frequência de brotações longas.   
Besson et al., (2010) analisaram diferentes fontes e concentrações de 
carboidratos no crescimento in vitro de Miltonia flavescens Lindl. Foi percebido 
que o cultivo com 30 g L-1 de sacarose ou glicose resultou em maior comprimento 
da parte aérea e aumento de massa fresca, enquanto a multiplicação de brotos foi 
beneficiada pela presença de 45 g L-1 dos mesmos carboidratos. O efeito da 
glicose no enraizamento gerou os maiores valores nas menores concentrações 
testadas, ou seja, 15 e 30 g L-1, não havendo diferenças entre essas 
concentrações.  
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A suplementação positiva de carboidrato propicia a formação de estoque 
de carboidratos na propagação in vitro (FERREIRA et al., 2011) e esse aumento 
no estoque de carboidratos melhora o desempenho da fase de aclimatização 
(FUENTES et al., 2005; BADR et al., 2015). Além de modular respostas 
morfogenéticas (MARTINS et al., 2015) e influenciar de forma positiva o 
enraizamento in vitro (FERREIRA et al., 2011). Estudos recentes com B. zebrina 
propagada in vitro verificaram como a sacarose modula o enraizamento, 
crescimento da parte aérea, anatomia foliar e a fisiologia dessa espécie 
(MARTINS et al., 2015a, 2015b, 2016a). 
 
2.5 Fluorescência da clorofila a  
A cadeia de transporte de elétrons é composta por complexos de proteínas 
incorporados na membrana do tilacóide. Os principais componentes são o 
fotossistema II (FSII) e o fotossistema I (FSI), conectados em série via complexo 
citocromo b6f e plastocianina (PC). A interconexão entre os complexos envolvidos 
no fluxo de elétrons é mediada por plastoquinonas, moléculas portadoras móveis, 
que estão localizadas na região hidrofóbica da membrana do tilacóide (PRIBIL et 
al., 2014).  
Moléculas de clorofila do sistema antena dos fotossistemas, ao capturar 
energia luminosa, passam do estado fundamental para um estado excitado. Esta 
energia de excitação pode ser utilizada por meio de um efeito fotoquímico. No 
entanto, nem toda a energia absorvida é dirigida para este fim, parte pode ser 
dissipada como calor ou reemitida como fluorescência (TAIZ e ZEIGER, 2009). Do 
fotossistema II (FSII) e do seu sistema coletor de luz (LHCII), que é emitida a 
maior parte da fluorescência da clorofila a, dessa forma os estudos têm sido 
relacionados com respostas de fluorescência, quando um tecido 
fotossintetizante é rapidamente iluminado, após uma adaptação ao escuro 
(PAUNOV et al., 2018; ZHOU et al., 2018). Os centros de reação no escuro são 
denominados ―abertos‖, pois a quinona A (QA) está completamente oxidada, e 
assim é capaz de realizar a redução fotoquímica da QA (BAKER, 2008).  
Estudos recentes sugerem que a fluorescência da clorofila podem prover 
pontos de referência únicos para aprimorar os modelos globais de produtividade 
agrícola, melhorando a confiabilidade das projeções de rendimento e cenários de 
mudança climática (GUANTER et al., 2014; MALASPINA et al., 2014). De um 
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modo mais geral, a fluorescência da clorofila está a emergir uma ferramenta 
poderosa na agricultura, meio ambiente e estudos (GOTTARDINI et al., 2014).  
A análise da fluorescência da clorofila a é capaz de detectar com 
segurança e confiabilidade efeitos de estresse e injúrias nos processos 
fotossintéticos causados por fatores bióticos ou abióticos. As mudanças na 
cinética de emissão de fluorescência da clorofila a a partir de organismos 
fotossintéticos, são resultados de frequentes modificações na atividade 
fotossintética, principalmente com relação a eficiência quântica do transporte de 
elétrons através do FSII em folhas (YUSUF et al., 2010, BAKER e ROSENQVIST, 
2004). 
O valor medido da fluorescência pode fornecer informações da eficiência 
potencial e atual da fotossíntese e da integridade do aparelho fotossintético. Isto é 
porque a energia luminosa absorvida tem três destinos gerais: pode ser usada 
para fotossíntese, ela pode ser dissipada como calor em um processo fotoprotetor 
ou pode ser reemitido como fluorescência (MAXWELL e JOHNSON, 2000; 
MURCHIE e LAWSON, 2013). Geralmente, estes três processos estão em 
concorrência, medindo a quantidade e o rendimento da fluorescência reemitida 
permite-nos obter informações sobre a condução energética da fotossíntese e 
fotoproteção. Dessa forma, existem vários parâmetros de fluorescência para a 
interpretação das variáveis do processo fotossintético (MAXWELL e 
JOHNSON, 2000). Alguns parâmetros são gerados diretamente enquanto outros 
são decorrentes das relações entre estes. Os parâmetros básicos da 
fluorescência da clorofila a são: F0, FV, FM, e FV/FM. 
A fluorescência inicial (F0), corresponde o estado da clorofila a do 
complexo antena. Segundo Goltesev et al., (2016) o F0 é uma medida da 
distribuição inicial da energia, antes do éxciton migrar para o centro de reação 
(P680) do FSII. A fluorescência máxima (FM) é definida como a intensidade de 
fluorescência em que todos os centros de reação do FSII estão fechados (VAN 
KOOTEN e SNEL, 1990). Todas as moléculas de plastoquinona do FSII se 
reduzem, todos os centros de reação FSII são temporariamente fechados e não 
pode passar elétrons adicionais (GOLTSEV et al., 2016).  
A diferença entre FM e F0 é chamada de fluorescência variável (FV). O 
FV mostra sensível à taxa de transporte de elétrons através dos centros de 
reação e às mudanças na estrutura da membrana do tilacóide (GEORGIEVA e 
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YORDANOV, 1993). O valor baixo deste parâmetro indica a redução da atividade 
fotossintética e dissipação da energia de excitação na forma de calor. Fatores 
ambientais (baixas e altas temperaturas, congelamento, etc.) e fatores de estresse 
tendem a diminuir o FV (REIGOSA et al., 2001). 
 A razão entre as fluorescências variável e a máxima (FV/FM ou ϕP0) 
expressa a eficiência de captura da energia de excitação pelos centros de 
reação abertos do FSII (GOLTESEV et al., 2016). O ϕP0 tem sido amplamente 
utilizado para comparar tecidos saudáveis e danificados devido a fatores bióticos 
(ROUSSEAU et al., 2013; LEE et al., 2016). A versatilidade das medições das 
clorofilas significa que elas podem ser aplicadas a nível de uma única planta até 
pastagens, terras cultiváveis e até mesmo ecossistemas marinhos (KALAJI et al., 
2016). 
O emprego da fluorescência da clorofila a pode ser usada com a finalidade 
de monitorar os efeitos das condições de cultivo in vitro ou durante a 
aclimatização (CASSANA et al., 2010; DOBRÁNSZKI e DRIENYOVSZKI, 2014; 
MARTINS et al., 2015c; MATYSIAK e GABRYSZEWSKA, 2016). Medidas da 
fluorescência da clorofila é um método não destrutivo, sensível, rápido e de alta 
aplicabilidade em condições de campo e de laboratório, assim, uma ótima 
ferramenta para estudo de fisiologia de plantas. 
 
2.6 Anatomia vegetal  
A família Bromeliacea apresenta estruturas anatômicas características, tais 
como: tricomas, presença de ceras, epiderme uniestratificada revestida por 
cutícula, com diâmetro maior perpendicular ao eixo da folha e presença de 
hipoderme (PY, 1969; MANTOVANI et al., 2012; PEREIRA et al., 2013; MARTINS 
et al., 2014).  
Os estômatos encontram-se dispostos longitudinalmente em sulcos 
pequenos e paralelos na face abaxial da epiderme de bromélias in vivo. Logo 
abaixo da face adaxial da epiderme, no mesofilo, se encontra o tecido aquífero 
que pode ser clorofilado ou não, onde estão os feixes vasculares, cordões de 
fibras isolados e canais de aeração (PY, 1969; PY et al., 1984).  Contudo, as 
condições in vitro podem alterar essas características (LEE et al., 1988; 
EBURNEO et al., 2017). Quando cultivadas in vitro as folhas são delgadas, 
fotossinteticamente inativas, camada de cera epicuticular fina (AFREEN, 2004), 
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na maioria das vezes apresentam estômatos disfuncionais (DIAS et al., 2014a) e 
células epidérmicas com parede celular não lignificada (BELLINTANI et al., 2007).  
Estudos sobre alterações anatômicas de bromélias in vitro já foram 
realizados para avaliar aspectos morfológicos, anatômicos e ultraestruturais de 
Aechmea bromeliifolia cultivada in vitro e ex vitro (SILVIA, 2016); para analisar 
alterações anatômicas de Billbergia zebrina em face da exposição ao metal 
pesado cobre (MARTINS et al., 2016a) e para avaliação da funcionalidade 
estomática de Aechmea blanchetiana sob diferentes concentrações de 6-
benzilaminopurina (BAP) e 6-furfurilaminopurina (cinetina) (ROSA et al., 2018). 
 
3. OBJETIVO GERAL 
Avaliar as respostas fisiológicas e anatômicas de Billbergia zebrina 
(Herbert) Lindley (Bromeliaceae) em função de fontes e concentrações de 
carboidratos durante o cultivo in vitro. 
 
4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 Comparar as repostas fisiológicas dos diferentes carboidratos sobre a 
cinética da fluorescência da clorofila a nas plantas de Billbergia zebrina. 
 Avaliar as modificações anatômicas influenciadas pelos tipos e 
concentrações de carboidratos; 
 Avaliar alterações no ganho de matéria fresca nas plantas submetidas aos 
tratamentos com as diferentes fontes e concentrações de carboidratos; 
5. MATERIAIS E MÉTODOS  
 
5.1 Material vegetal, condições de cultivo, estabelecimento e multiplicação in 
vitro  
O experimento foi desenvolvido em sala de crescimento, no Laboratório de 
Cultura de Tecidos Vegetais, na Universidade Federal do Espírito Santo, São 
Mateus/ES. Plantas de Billbergia zebrina (Herbert) Lindley previamente 
estabelecidas in vitro (espécime voucher 27.329 – ESAL herbário) foram 
utilizadas como fonte de explantes. As plantas foram multiplicadas em meio de 
cultivo MS (Murashige e Skoog, 1962) líquido estacionário suplementado com 13 
µM de 6-benzilaminopurina (BAP) e 30 g L-1 de sacarose. Após 45 dias de cultivo, 
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os explantes com os brotos laterais induzidos foram subcultivados durante 45 dias 
em frascos de vidro de 268 mL com 50 mL de meio de cultura MS estacionário 
líquido, sem regulador de crescimento de plantas e suplementado com 30 g L-1 de 
sacarose. Os meios de cultivo tiveram o pH ajustado em 5,8 antes da 
autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos. Após a inoculação dos explantes em 
câmara de fluxo laminar, o material foi mantido em sala de crescimento a 26±2 o C 
e fotoperíodo de 16 horas (8:00 - 00:00 h), sob lâmpadas fluorescentes 
(Empalux® FT8 HO, 36W/6400K) emitindo 90 μmol m-2 s-1 de radiação 
fotossinteticamente ativa. 
5.2 Condição de cultivo in vitro 
Os brotos laterais obtidos (~2 cm de comprimento) após a etapa de 
subcultivo foram individualizados com um bisturi. Os brotos foram transferidos 
para frascos de vidro de 268 mL contendo 50 mL de meio MS solidificado com 6,5 
g L-1 de ágar (Vetec®), suplementado com três diferentes tipos de carboidratos 
(frutose, glicose e sacarose) em quatro concentrações (0, 15, 30 e 45 g L-1). Em 
cada frasco foram colocados cinco brotos, foram utilizados sete frascos por 
tratamento. O pH dos meios foi ajustado para 5,9, antes da autoclavagem a 120 ° 
C durante 20 min. Em seguida, os explantes foram inoculados em câmara de 
fluxo laminar, o material foi mantido em sala de crescimento, por 55 dias, a 26±2 
oC e fotoperíodo de 16 horas (8:00 - 00:00 h), sob lâmpadas fluorescentes 
(Empalux® FT8 HO, 36W/6400K) emitindo 90 μmol m-2 s-1 de radiação 
fotossinteticamente ativa. 
5.3 Fluorescência da clorofila a 
A fluorescência da clorofila a foi avaliada aos 55 dias de cultivo em 15 
plantas de cada tratamento. A coleta dos dados foi realizada com o auxílio de um 
fluorômetro portátil Handy PEA (Hansatech, King's Lynn, Norfolk, Reino Unido) 
entre 7:30 - 8:30 da manhã. Clipes foliares foram utilizados por 30 minutos na 
terceira folha (a partir do centro da roseta) de cada planta para adaptação ao 
escuro, para dessa forma oxidar por completo os sistemas fotossintéticos e assim 
as medidas serem realizadas. A intensidade da luz saturante do aparelho é de 
3000 μmol (fótons) m-2 s-1. O teste JIP foi avaliado a partir dos transientes OJIP, 
com base na Teoria de Fluxo de Energia em Biomembranas (STRASSER et al., 
2004) levando em consideração os parâmetros citados na tabela 1. 
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Tabela 1: Descrição dos parâmetros do teste JIP com base em CHEN et al., (2016) e GOLTSTEV 
et al., (2016).   
Parâmetros da fluorescência Descrição 
Dados extraídos do transiente de 
fluorescência OJIP 
 
F0 = F20μs 
Fluorescência inicial (quando todos os centros de reações do 
FSII estão abertos) 
 
FK = F0,3ms 
Intensidade da fluorescência no ponto K aos 300 μs do 
transiente OJIP 
 
FJ = F2ms 
 
Intensidade da fluorescência no ponto J aos 2 ms do 
transiente OJIP 
 
FI = F30ms 
Intensidade da fluorescência no ponto I aos 30 ms do 
transiente OJIP 
FP = F300ms 
 
Fluorescência máxima (quando todos os centros de reações 
do FSII estão fechados) 
Parâmetros técnicos  
F0 = F0,02ms 
 
Fluorescência inicial 
 
FM 
 
Fluorescência máxima 
 
FV = FM –F0 
 
Fluorescência variável 
M0 = dV/dt0 =[4 (F300μs –F0)/(FM –
F0)] 
 
Origem da inclinação da curva de fluorescência [= taxa 
relativa de redução de QA]. 
 
VJ = (F2ms –F0)/(FM –F0) 
 
Fluorescência variável normalizada no ponto J (2 ms) 
 
VI = (F30ms−F0)/(FM−F0) Fluorescência variável normalizada no ponto I (30 ms) 
Parâmetros de rendimento 
quântico 
 
φP0 = TR0/ABS = (FM−F0)/FM 
=1−(F0/FM) 
 
Rendimento quântico fotoquímico máximo para fotoquímica 
primária 
φE0 = φP0 ψE0 = 
(TR0/ABS)(ET0/TR0) = ET0/ABS = 
(1−F0/FM)(1−VJ) 
 
Rendimento quântico do transporte de elétrons de QA
-
 para os 
aceptores de elétrons do intersistema 
φD0 = DI0/ABS = 1−φP0 = F0/FM] 
 
Rendimento quântico da energia dissipada 
Parâmetros fenomenológicos de 
fluxo de energia 
 
ABS / CSM 
Energia absorvida por seção transversal (CS) na fluorescência 
máxima (t = tFM), igual aproximadamente a FM; 
TR0/CSM 
Fluxo de energia capturada por centros de reação do 
fotossistema II (FSII) por seção transversal em t = tFM; 
ET0/CSM 
Fluxo de elétrons através do FSII por seção transversal (CS) 
em t = tFM 
DI0/CSM 
Dissipação térmica de energia do FSII por seção transversal 
(CS) em t = tFM; 
(CS/ABS) Número de centros de reação ativos 
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5.4 Análise anatômica da folha 
A densidade estomática e caracterização dos vasos do xilema das plantas 
de B. zebrina foram realizadas em quatro plantas de cada tratamento. As 
amostras foram recolhidas aleatoriamente e fixadas em FAA (formaldeído, ácido 
acético e 50% de etanol, 0,5: / 0,5: / 9, v / v) durante 72 h, seguido de 
armazenamento em etanol a 50% (JOHANSEN, 1940). Seções transversais foram 
realizadas com auxílio de uma lâmina de aço, na região mediana da primeira folha 
completamente expandida a partir da roseta. A densidade estomática foi obtida a 
partir da face abaxial da segunda folha completamente expandida. Com 2,5% de 
hipoclorito de sódio (v / v) as seções foram clarificadas e coradas com solução de 
safra-blau. Para a caracterização paradérmica, as folhas foram descoradas com 
15% hipoclorito de sódio (v / v) e coradas com safranina (1%). As lâminas foram 
montadas com 50% de glicerina. Para a quantificação da densidade estomática, 
fotomicrografias foram feitas em três regiões da folha (base, mediana e ápice). As 
seções foram visualizadas e as imagens foram capturadas usando um 
microscópio de luz LEICA DM 1000 combinado com a câmera ICC50 HD 
(LEICA®, Wetzlar, Alemanha). As fotomicrografias das seções paradérmicas 
foram feitas em quatro folhas diferentes e em quatro campos distintos por região 
foliar. Para avaliação do diâmetro e número dos vasos do xilema, fotografias 
também foram realizadas em quatro folhas e em duas seções transversais 
distintas por repetição. O software UTHSCSA-Imagetool® foi utilizado para medir 
as características anatômicas das fotomicrografias.  
5.5 Análise de crescimento 
Para a avaliação do crescimento, vinte plantas de cada tratamento foram 
coletadas aleatoriamente, divididas em quatro parcelas e pesadas em balança de 
precisão. Posteriormente, a média em gramas (g) de cada parcela foi dividida por 
cinco para obtenção do valor do peso médio por planta. 
5.6  Análise estatística  
O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado em esquema 
fatorial, contendo quatro concentrações (0, 15, 30 e 45 g L-1) e três carboidratos 
(frutose, glicose e sacarose). Os dados resultantes foram submetidos a uma 
análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas utilizando o teste de 
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agrupamento, Scott-Knott com um nível de probabilidade de 5%. O programa 
utilizado para realização das análises foi o Sisvar® (FERREIRA, 2011). 
6. RESULTADOS 
6.1 Fluorescência transiente da clorofila a 
A análise da fluorescência transiente da clorofila a revelou diferenças 
fisiológicas em plantas de Billbergia zebrina cultivadas sob diferentes fontes e 
concentrações de carboidratos. As figuras 1A-C mostram curvas típicas O-J-I-P 
para as plantas cultivadas nos três carboidratos. Foi possível visualizar também 
para plantas que estavam em meio de cultivo não suplementadas com carboidrato 
(controle) uma redução na fluorescência máxima (FM) e aumento da fluorescência 
inicial (F0). Essa diferença entre FM e F0 provocou uma redução na fluorescência 
variável (FV). Plantas cultivadas com sacarose obtiveram valores de FV superiores 
em relação aos demais tipos de carboidratos. O tipo e as concentrações de 
carboidrato variaram significativamente para o FM e para o FV, enquanto que para 
F0 apenas as concentrações influenciaram (Figs. 1A, 1B e 1C).  
Nas curvas da fluorescência relativa variável, observou-se um aumento 
expressivo do VJ (~0,65) e redução no ponto I (VI = ~0,831) nas plantas cultivadas 
sem suplementação de carboidratos no meio de cultivo. Por outro lado, quando as 
plantas foram cultivadas em meio com carboidratos, os valores de VJ (~0,51) e VI 
(~0,87) foram menores e maiores, respectivamente, em relação às plantas do 
controle (Figs. 1D, 1E e 1F). 
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Figura 1: Curvas de indução rápida da fluorescência transiente da clorofila a e fluorescência 
variável (FV) (A, B e C); Fluorescência relativa variável entre F0 e FM (VOP) e fluorescência relativa 
variável no ponto J em função de carboidratos (g L
-1
) no cultivo in vitro (D, E e F). Nos gráficos de 
coluna, médias seguidas (±DP) pela mesma letra para FV e VJ não são significativamente 
diferentes entre as concentrações de acordo com o teste Scott-Knott, a 5%. Para cada 
carboidrato, médias seguidas (±DP) por asterisco são diferentes significativamente de acordo com 
o teste de agrupamento de Scott-Knott, a 5%. 
A fluorescência transiente da curva OJIP entre os pontos O (20 μs) e K  300 
μs) e entre os pontos O (20 μs) e J (2 ms) foram normalizadas e apresentadas 
como diferenças cinéticas [ΔVOK = VOK tratamento - VOK controle] e [ΔVOJ = VOJ tratamento - 
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VOJ controle], respectivamente. Desvios negativos foram observados para as bandas 
L e K em todos os tratamentos quando comparadas às plantas cultivadas sem 
carboidratos (Fig. 2). 
 
Figura 2: Diferenças cinéticas da fluorescência variável relativa evidenciando o aparecimento da 
banda L [ΔVOK = VOK tratamento - VOK controle] (A, B e C); banda K  [ΔVOJ = VOJ tratamento - VOJ controle] (D, E 
e F). O tempo está representado em escala logarítmica (ms).  
Os parâmetros fenomenológicos do teste JIP por seção transversal (CS) 
variaram significativamente em função da concentração e das fontes de 
carboidratos, exceto para dissipação (DI0/CSM), os quais apenas a concentração 
teve influência em seu resultado. Ao restringir a fonte de carboidrato, a absorção 
(ABS/CSM), a captura (TR0/CSM), o transporte de elétrons por seção transversal 
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(ET0/CSM) e o número de centros de reação ativos (CS/ABS) foram reduzidos e 
diferentes estatisticamente das demais. Inversamente, a dissipação (DI0/CSM) 
apresentou valores mais altos para plantas sem suplementação com carboidrato. 
As plantas cultivadas com sacarose na concentração de 30 g L-1 apresentaram 
um maior valor para os parâmetros acima quando comparada com frutose e 
glicose (Fig. 3). 
 
Figura 3: Modelos de fluxos fenomenológicos de energia por seção transversal em folhas de B. 
zebrina aos 55 dias em função de fontes e concentrações de carboidratos. ABS / CSM - fluxo de 
absorção por seção transversal, TR0 / CSM - fluxo de energia capturada por seção transversal, ET0 
/ CSM - fluxo de transporte de elétrons por CS, DI0 / CSM - fluxo de energia dissipada por CSM. CSM 
/ ABS - os centros de reação ativos (RCs) são indicados por círculos pretos. Em cada parâmetro, 
médias seguidas pela mesma letra, maiúsculas para fonte de carboidrato e caixa baixa para 
concentração de carboidrato, não são significativamente diferentes de acordo com o teste de 
agrupamento de Scott-Knott, a 5%. 
Os parâmetros biofísicos do teste JIP são mostrados na tabela (Tab. 2). Os 
valores do rendimento quântico da reação fotoquímica primária (φP0), e de 
transporte de elétrons (φE0) para plantas suplementadas com carboidrato 
exógeno foram mais alto quando comparados com plantas que não receberam 
carboidrato. Por outro lado, a eficiência quântica de dissipação de energia (φD0) e 
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a taxa de fechamento dos centros de reação (M0) foram reduzidos independente 
do carboidrato utilizado no meio de cultura.  
 
Tabela 2: Taxa líquida de fechamento dos centros de reação do FSII (M0) e rendimento quântico 
com base na cinética de emissão de fluorescência em função de concentrações de carboidratos. 
Carboidrato 
(g L
-1
) 
M0 φP0 φE0 φD0 
0 1,60 ± 0,38
a
 0,55 ± 0,09
b
 0,19 ± 0,07
b
 0,45 ± 0,09
a
 
15 0,82 ± 0,09
b
 0,73 ± 0,02
a
 0,35 ± 0,03
a
 0,27 ± 0,02
b
 
30 0,81 ± 0,17
b
 0,74 ± 0,02
a
 0,36 ± 0,04
a
 0,26 ± 0,02
b
 
45 0,76 ± 0,19
b
 0,76 ± 0,02
a
 0,38 ± 0,05
a
 0,24 ± 0,02
b
 
Em cada parâmetro do teste JIP, médias seguidas (±DP) pela mesma letra não são 
significativamente diferentes de acordo com o teste de agrupamento de Scott-Knott, a 5%. 
6.2 Análise anatômica da folha 
As folhas de B. zebrina crescidas nas condições in vitro apresentaram 
aumento na densidade estomática a partir da base até o ápice foliar, 
independentemente do tratamento empregado (Fig. 4). Quando analisados os 
fatores, apenas a concentrações influenciaram a densidade dos estômatos nas 
três regiões foliares analisadas. A maior densidade estomática foi verificada nas 
plantas cultivadas com 15 e 30 g L-1 de carboidrato exógeno suplementado no 
meio de cultura (Fig. 4, Tab. 3). 
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Figura 4: Seções paradérmicas das diferentes regiões foliares de B. zebrina aos 55 dias de cultivo 
in vitro em função das concentrações (0, 15, 30 ou 45 g L
-1
) de frutose, glicose ou sacarose. Barra 
= 100 µm. 
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Tabela 3: Densidade estomática (0.1 mm
2
) em folhas de B. zebrina em função da concentração de 
carboidrato (g L
-1
) suplementado no meio de cultura.  
Carboidrato 
(g L
-1
) 
Base Mediana Ápice 
0 8,28 ± 2,51
b
 12,71 ± 2,41
b
 15,75 ± 2,43
b
 
15 12,84 ± 2,78ª 15,59 ± 2,64ª 18,78 ± 4,06ª 
30 12,17 ± 2,24ª 16,45 ± 2,55ª 18,55 ± 1,54ª 
45 9,13 ± 2,83
b
 12,09 ± 2,29
b
 15,85 ± 1,66
b
 
Para cada região foliar, os valores médios (±DP) seguidos pela mesma letra não diferem 
significativamente de acordo com o teste de agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
O diâmetro e a densidade de vasos do xilema foram influenciados tanto pela 
concentração quanto pelas fontes de carboidrato. Plantas cultivadas com glicose 
apresentaram vasos do xilema com maior diâmetro, principalmente na 
concentração de 15 e 30 g L-1 (Figs. 5, 6A). No entanto, o maior número de vasos 
foi observado em plantas que receberam frutose na concentração de 15 e 30 g L-1 
(Figs. 5, 6B). 
 
Figura 5: Seções transversais de folhas de B. zebrina aos 55 dias de cultivo in vitro em função das 
concentrações (0, 15, 30 ou 45 g L
-1
) de frutose, glicose ou sacarose. Barra = 50 µm. 
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Figura 6: Diâmetro dos vasos do xilema (A) e densidade de vasos xilemáticos (B) em função de 
concentrações e fontes de carboidratos. Médias seguidas (±DP) pela mesma letra, maiúscula em 
cada nível de concentração e minúscula em função do tipo de carboidrato, não diferem entre si de 
acordo com o teste de agrupamento de Scott-Knott, a 5%. 
 
6.3 Análise de crescimento 
Aos 55 dias de cultivo, o enraizamento foi verificado em todos os 
tratamentos; contudo, as plantas cultivadas com glicose apresentaram 
visualmente um maior número de raízes, quando comparadas as plantas 
cultivadas na mesma concentração de sacarose e frutose (dados não mostrados). 
Isto teve influência direta na massa fresca. 
A massa fresca das plantas apresentou interação significativa de ambos 
fatores de variação. O incremento da massa fresca foi verificado em função do 
aumento da concentração de carboidratos adicionados no meio, seguida de 
decréscimo quando cultivadas com 45 g L-1 (glicose e sacarose). Apenas no 
tratamento com 45 g L-1 de frutose houve aumento da massa, contudo isso foi 
devido à formação de multibrotações formadas na base dos explantes (Fig. 7).   
38 
 
 
Figura 7: Massa fresca (mg / planta) de plantas de B. zebrina cultivadas in vitro em função de 
concentrações e fontes de carboidratos. Médias seguidas (±DP) pela mesma letra, maiúscula em 
cada nível de concentração e minúscula em função do tipo de carboidrato, não diferem entre si de 
acordo com o teste de agrupamento de Scott-Knott, a 5%. 
 
7. DISCUSSÃO  
Todas as plantas de B. zebrina apresentaram curvas OJIP com aumento 
polifásico característico, o que indica que essas estavam fotossinteticamente 
ativas (YUSUF et al., 2010). O aumento nos valores de F0 nas plantas cultivadas 
sem suplementação de carboidrato exógeno está relacionado à uma inibição 
parcial do centro de reação do FSII, com redução do fluxo de elétrons da Quinona 
A (QA) para Quinona B (QB) (STRASSER e STRASSER, 1995; GOLTSEV et al., 
2016). Essa redução da transferência de elétrons no FSII significa um acúmulo de 
QA
-, resultando no aumento do VJ devido a uma possível inibição do lado doador 
do FSII, situação comum para plantas que estão sob estresse (HALDIMAN e 
STRASSER, 1999; CHEN et al., 2015, CAI et al., 2016). Inversamente, os 
menores valores de F0 e do ponto J independente do carboidrato adicionado no 
meio de cultura, indicam possivelmente que a energia absorvida seguiu a rota 
para redução de QA para QB
- fechando os centros de reação e assim, emitindo 
uma menor taxa de fluorescência.  
O aumento de FM e FV nas plantas cultivas com suplementação de 
carboidrato exógeno pode indicar uma maior eficiência na redução da 
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plastoquinona com menor perda de energia por dissipação não-fotoquímica 
(KALAJI et al., 2014). Os maiores valores de FM e FV verificados nas plantas 
cultivadas com sacarose exógena podem estar relacionados ao papel 
fundamental da sacarose na proteção do FSII contra fotoinibição e estresse 
oxidativo, pois pode atuar como fonte de energia para síntese da proteína que 
atua nos cloroplastos quando estão sob algum tipo de estresse (DOWNS et al., 
1999). 
Plantas que não receberam carboidrato no meio de cultura podem ter 
apresentado uma taxa fotossintética limitada, o que permite a sua sobrevivência 
por curto período de tempo devido ao consumo das reservas de carboidratos 
endógenos. Contudo, após esse período as plantas iniciam um processo de 
senescência devido ao desbalanço no consumo/produção de hidratos de carbono 
(MARTINS et al., 2016b), como demonstrado pelo decréscimo de VI e CS/ABS. 
Quando as folhas iniciam os processos de senescência, o número de centros de 
reação ativos são diminuídos, bem como os valores de VI. Isto acarreta em 
alterações na capacidade de transferência de elétrons do lado doador e do lado 
receptor do centro de reação do FSII devido a esses processos inerentes da 
senescência foliar (WANG et al., 2016).  
Neste estudo a análise da cinética de fluorescência transiente permitiu a 
identificação de bandas L e de bandas K. Segundo Oukarroum et al., (2009), é 
possível a utilização dessas bandas para a caracterização de distúrbios 
fisiológicos em plantas. A banda L é um indicativo da funcionalidade do FSII e 
está relacionada ao empilhamento e ao desempilhamento de tilacóides 
(STRASSER e STIRBET, 1998). Já a banda K está associada à atividade de 
doação de elétrons do complexo de evolução do oxigênio (CEO) para o FSII 
(STRASSER, 1997; GUHA et al., 2013). Assim, o aparecimento de bandas 
negativas nas plantas suplementadas com carboidratos sugere que em condições 
de cultivo in vitro convencionais, as plantas mostraram ser de fato dependentes 
de qualquer fonte de carboidrato exógeno para a manutenção de suas funções 
vitais. 
O cultivo in vitro influenciou na eficiência do fluxo de energia por seção 
transversal da folha. Os resultados mostraram alta absorção (ABS/CSM), captura 
(TR0/CSM), transporte (ET0/CSM) e baixa dissipação DI0/CSM quando as plantas 
de B. zebrina foram cultivadas com sacarose na concentração de 30 g L-1. Isso 
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pode caracterizar maior eficiência do aparato fotossintético, pois a excitação das 
moléculas de clorofila foi absorvida, capturada sendo capaz de impulsionar um 
elétron para reduzir a feoftina, QA e os demais receptores da cadeia 
transportadora de elétrons. Tal condição permitiu um aumento em FM, 
consequentemente aumento do FV, e uma baixa dissipação de energia (φD0).  
A redução dos centros de reação ativos (CS/ABS) nas plantas que não 
receberam um carboidrato exógeno pode induzir maior dissipação de energia e 
susceptibilidade a fotoinibição (CHEN et al., 2014; ZUSHI e MATSUZOE, 2017). 
Essa redução de CS/ABS pode indicar a senescência das plantas (WANG et al., 
2016), bem como a indução no aumento da dissipação de energia (φD0 e 
DI0/CSM). Isso sugere um mecanismo de regulação negativa da fotossíntese para 
dissipação do excesso de energia absorvida e assim proteger dos possíveis 
fotodanos (KALAJI et al., 2014; WANG et al., 2016). Esses resultados enfatizam a 
importância da suplementação do meio de cultura com uma fonte exógena de 
carboidrato durante o cultivo in vitro convencional. Devido os carboidratos 
fornecerem energia para o metabolismo das plantas e agirem como reguladores 
que controlam a fisiologia, o metabolismo, o desenvolvimento e a expressão de 
genes que podem atuar na fotossíntese (MITA et al., 1995; BADR e 
DESJARDINS, 2007; FERREIRA et al., 2011; PESSONI et al., 2015). Além de 
atuarem como reguladores osmóticos (HAZARIKA, 2003).  
O aumento dos valores de M0 para plantas sob cultivo in vitro sem adição de 
carboidrato sugere uma redução no fechamento dos centros de reação do FSII 
(WANG et al., 2016; GOLTSEV et al., 2016) indicando um possível retardo do 
fluxo de elétrons de QA para QB. Por outro lado, os valores de φP0 e φE0 nas 
plantas cultivadas com carboidrato exógeno, independentemente do tipo, podem 
indicar que a energia absorvida foi capturada e utilizada para reduzir a QA com 
menor perda de energia por dissipação (φD0) (HERMANS et al., 2003; 
OUKARROUM et al., 2009). Os resultados mostram que o emprego de qualquer 
fonte de carboidrato (mono ou dissacarídeo) no cultivo in vitro é importante na 
manutenção do rendimento quântico do FSII, uma vez que não houve decréscimo 
de φP0, φE0 ou acréscimo de φD0, mesmo quando empregado concentrações 
ditas altas como 45 g L-1. Tendo em mente que a espécie em estudo acumula 
grande quantidade de frutose e glicose na parte aérea (MARTINS et al., 2016b). 
O excesso desses monossacarídeos poderia reprimir genes relacionados ao 
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aparato fotossintético, pois podem afetar o sistema de sinalização de carboidratos 
(JANG, 1994; SHEEN, 1990; SHEEN, 1994; STITT et al., 1995). Por outro lado, 
os monossacarídeos são importantes fontes de moléculas para constituintes 
estruturais bem como de energia, necessária para incitar processos bioquímicos. 
A diminuição no teor de monossacarídeos pode ser causada pela degradação dos 
pigmentos fotossintéticos, contribuindo para a diminuição da fotossíntese 
(PIOTROWSKA et al., 2010). 
As plantas cultivadas em meio de cultura sem a suplementação de 
carboidratos apresentaram φP0 reduzido (0,55) muito menor que 0,75 o que 
sugere que as plantas estavam sob estresse, com prováveis danos no FSII e com 
uma regulação negativa da fotossíntese (MARTINS et al., 2015; MATYSIAK e 
GABRYSZEWSKA, 2016). Para a maioria das plantas sob condições livres de 
estresse, o valor de φP0 varia de 0,75 a 0,85 (BOLHÀR-NORDENKAMPF et al., 
1989). Esta resposta de estresse foi evidenciada nos parâmetros de fluxo de 
energia, onde o ABS/CSM, TR0/CSM, ET0/CSM, CS/ABS foram reduzidos e o 
DI0/CSM aumentado, mostrando que a falta de carboidrato no meio de cultura 
pode gerar debilitações nas plantas (MATILE, 1992; POURTAU et al., 2006) e 
redução na eficiência fotossintética (MASCLAUX et al., 2000; TANG et al., 2015). 
É sabido na literatura que os carboidratos podem ter efeito negativo sobre a 
fotossíntese durante o cultivo in vitro (BADR et al., 2011; 2015; RIBEIRO et al., 
2017). Contudo os resultados de fluorescência da clorofila a sugerem que durante 
o cultivo convencional de B. zebrina o emprego de carboidratos é essencial para a 
manutenção das atividades do aparato fotossintético, sem causar danos no 
intervalo de concentração de carboidratos exógenos empregado (mesmo em 
concentrações mais elevadas). Assim também, outros autores mostraram que o 
carboidrato exógeno manteve o desempenho fotossintético de plantas in vitro 
(TICHA et al., 1998; ECKSTEIN et al., 2012; SAEZ et al., 2016).   
Os tratamentos também influenciaram nas estruturas anatômicas das folhas. 
Plantas de B. zebrina apresentaram estômatos na face abaxial das folhas como é 
descrito frequentemente para bromélias (PY, 1969; MANTOVANI et al., 2012; 
MARTINS et al., 2014) e como já documento para essa espécie por Martins et al., 
(2015c; 2016a). O aumento progressivo da densidade de estômatos da região da 
base para o ápice das folhas pode ser explicado pelo fato de que em 
monocotiledôneas o crescimento das folhas ocorre de forma unidirecional, as 
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células são produzidas na região meristemática próximo à base da folha, e vão se 
afastando pelas próximas divisões e elongação das células (FRASER et al., 1990; 
SKINNER e NELSON, 1994).  
Na superfície foliar, a densidade estomática é um dos fatores mais 
importantes na detecção de estresse. Este é um parâmetro ecofisiológico muito 
importante que pode afetar a fotossíntese e as trocas gasosas (CAMARGO e 
MARENCO, 2011). Foi verificado que densidade de estômatos nas folhas de B. 
zebrina apresentou comportamento semelhante nas três regiões analisadas. O 
aumento no número de estômatos foi progressivo em função da concentração, 
seguido de decréscimo com 45 g L-1. A adição de carboidratos no meio leva a 
alteração do potencial osmótico, o que consequentemente altera o fluxo de água 
a partir do meio de cultura para a planta (MARTINS et al., 2016b).  Déficits 
moderados de água podem ter efeitos positivos no número de estômatos em 
monocotiledôneas, mas déficits mais severos levam a uma redução, 
representando uma curva parábola quadrática (XU e ZHOU, 2008).  
As plantas cultivadas com monossacarídeos apresentaram alterações no 
número ou no diâmetro dos vasos do xilema. Isso pode estar relacionado aos 
processos metabólicos que ocorrem naturalmente nas plantas, uma vez que a 
frutose e a glicose livres devem ser fosforiladas pela frutoquinase (FRK) ou 
hexoquinase (HXK) antes de serem metabolizadas mais adiante (GRANOT, 
2007). Alguns genes codificadores de FRKs são essenciais no desenvolvimento 
do xilema e floema (DAMARI‐WEISSLER et al., 2009; STEIN et al., 2016). A 
frutose como uma hexose não-fosforilada pode ser encontrada de forma mais 
abundante no tecido vascular, o que ressalta a importância das FRKs no 
desenvolvimento vascular (STEIN et al., 2016). De forma semelhante, a glicose 
fosforilada, torna-se a UDP-glicose, que ao seguir a rota metabólica, entra na rota 
da biossíntese de hemicelulose por ação da uridina-difosfato-glicose-
desidrogenase (UGDH). Está enzima também está envolvida no desenvolvimento 
do xilema (LI et al., 2017). Minha hipótese é que a alta concentração desses 
monossacarídeos transportados via xilema, a partir do meio de cultivo, induziu 
uma maior expressão dos genes codificadores de FRKs e UGDHs, que 
consequentemente influenciaram no desenvolvimento do xilema das plantas de B. 
zebrina. 
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As alterações no xilema observadas nas plantas cultivadas com 
monossacarídeos exógenos permitem maior eficiência no transporte de água. A 
maior densidade de vasos aumenta a área condutora de água (TYREE et al., 
1994). Já o maior diâmetro também garante potencial para conduzir maior volume 
de água em menor tempo, além de oferecer menor resistência ao fluxo hídrico 
(TYREE et al., 1994; RODRÍGUEZ-GAMIR et al., 2010). O aumento no transporte 
pode ter sido devido ao acumulo de carboidratos solúveis nas folhas (MARTINS et 
al., 2016b). Esse acúmulo de carboidratos aumenta a pressão osmótica na seiva 
do xilema favorecendo uma força motriz adicional para a absorção de água pela 
raiz (BOYER, 1985). O ajuste osmótico realizado pelas plantas no presente 
trabalho pode ter favorecido a manutenção do turgor e o volume celular, o que 
permitiu o crescimento semelhante para as plantas suplementadas com os três 
carboidratos.  
Além disso, parece que os monossacarídeos são preferíveis para essa 
espécie, como verificado por Martins et al., (2016). Muitas evidências indicam que 
sacarose é percebida como um sinal de açúcar distinto, que não pode ser 
substituído por glicose ou frutose, no controle de vários processos do 
desenvolvimento vegetal, bem como no armazenamento de carboidratos 
complexos em órgãos (LI e SHEEN, 2016). Já foi proposto que as FRKs possam 
desempenhar um papel fundamental na síntese do amido, assim como o aumento 
da atividade de duas enzimas chaves na biossíntese do amido, a ADP-glicose 
pirofosforilase e a amido-sintase (SCHAFFER e PETREIKOV, 1997). 
As concentrações e as fontes de carboidratos tiveram impacto no 
enraizamento de B. zebrina. O processo de enraizamento demanda muita 
energia, e o maior número visualmente de raízes para plantas cultivadas com 
glicose deve-se a sua rápida e efetiva metabolização, que parece ser mais eficaz 
na indução de divisões mitóticas (BORISJUK et al., 1998; CORRÊA et al., 2005; 
ROLLAND et al., 2006). Carboidratos como a glicose têm sido retratados como 
reguladores da expressão de componentes hormonais, além disso, esse 
carboidrato pode ter atividades semelhantes às de hormônios no processo de 
crescimento de raízes, proliferação celular e expansão foliar (GIBSON, 2004; 
YANAGLSAWA et al., 2003; CHO et al., 2006). 
O maior peso de massa fresca para plantas obtido nesse trabalho para a 
concentração de 30 g L-1 de carboidrato, exceto para frutose pode ser explicado 
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pela maior disponibilidade de carboidrato para fornecer energia e biomassa para 
as redes moleculares que impulsionam a divisão e extensão celular 
(LASTDRAGER et al., 2014). Além de o carboidrato poder modular o metabolismo 
e o transporte de auxina em plantas (ROLLAND, 2006; FERREIRA et al., 2011; 
LASTDRAGER et al., 2014). A auxina é indispensável para o crescimento e 
desenvolvimento das plantas, pois promove a expansão celular (POWELL e 
LENHARD, 2012). No entanto, concentrações de carboidrato superiores a 30 g L-1 
no meio de cultura podem induzir estresse osmótico em plantas cultivadas in vitro 
(CUI et al., 2010). Quando as bromélias estão sob alguma condição de estresse, 
pode ocorrer a quebra da dominância apical e indução e proliferação de brotos 
laterais (PAULA e SILVA, 2000). Isto pode explicar os resultados obtidos com as 
plantas cultivadas com 45 g L-1 frutose. Essas plantas eram pequenas e com 
várias brotações laterais, o que evidencia maior nível de estresse em comparação 
a mesma concentração de sacarose ou glicose. Tal efeito culminou no maior 
acúmulo de massa fresca nas plantas desse tratamento.  
 
8. CONCLUSÃO 
 
As condições in vitro influenciaram o desempenho fotossintético e a 
anatomia de plantas de Billbergia zebrina. O uso de sacarose pode ter um melhor 
efeito no intervalo de concentração entre 15 e 30 g L-1 por não causar grandes 
mudanças no desempenho do aparato fotossintético e na anatomia das plantas. O 
desempenho do aparato fotossintético não diminui em função da concentração ou 
pelo tipo de carboidrato. Alterações no desenvolvimento dos vasos do xilema 
mostraram serem importantes para as adequações das condições 
microambientais quando empregado monossacarídeos no meio (menor potencial 
osmótico). O emprego de concentrações de 15 e 30 g L-1 de carboidratos garante 
maior número de estômatos nas folhas de B. zebrina. O incremento da massa 
fresca foi verificado em função do aumento da concentração de carboidratos 
adicionados no meio, seguida de decréscimo quando cultivadas com 45 g L -1 
(glicose e sacarose). 
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